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对虾白斑综合症病毒（white spot syndrome virus, WSSV）是一种具有囊
膜、无包涵体的杆状型双链环状 DNA 病毒，也是危害对虾养殖业的 主要病原。 
microRNA 是真核生物中一类内源性的具有调控功能的非编码 RNA，广泛参与
生长发育、器官形成、细胞增殖与凋亡、病毒防御等各个过程。对虾作为一种重





离并克隆小RNA。运用较为灵敏的PCR鉴定方法，从中 38 个候选的WSSV microRNA





































White Spot syndrome virus (WSSV) is currently the major viral pathogen of 
aquacultured shrimps that causes huge economic losses to shrimp farming industries 
worldwide.  
MicroRNAs (miRNAs) are a class of small noncoding RNA that are 20-22 
nucleotides (nts) and function as regulators of gene expression. They were extensively 
studied and it was found that they were involved in various developmental and 
physiological processes, such as cell differentiation, proliferation, apoptosis, 
development, virus defense and so on. Shrimp is one of the most important species in 
the aquaculture. However, few studies about miRNA in shrimp were performed. 
In this study we screened for miRNA of WSSV durning infection. First we 
analysis WSSV genome（http://www.mirz.unibas.ch/cgi/pred_miRNA_genes.cgi） 
and found 38 potential microRNA. The tissue of shrimp that WSSV infected were 
collected for isolation and clone of small RNA. 1 of 38 predicted microRNA was 
identified an indeed miRNA by the PCR method. The length of mir-136D was 22nt. 
Pre-mir-136D was cloned and transfected into high-five cells. The mir-136D could be 
espressed and detected after 48h posttransfection. Then we injected 106 WSSV into 
rimary cultured crayfish hemocyte, the result of semi-quantitative PCR showed that 
mir-136D only could be detected at 4h after post-transfection. At last, we used CHX 
treated shrimp blood cells with WSSV and it showed that mir-136D was expressed in 
the immediate-early(IE) stage of WSSV infection. 
Further study on mir-136D will be helpful to understand the molecular 
mechanism of miRNA in the shrimp immunity and provide a clue for researches on 
shrimp immunity against virus. 
 















1 前 言 
1 前 言 
1.1 我国对虾养殖现状 


















对虾白斑综合症病毒（white spot syndrome virus, WSSV）是引起对虾白斑综
合症的病原体。WSSV 传染力强、致死率高、宿主范围广，自上世纪九十年
代首次爆发以来，给全球对虾养殖业造成了巨大的损失，是目前困扰对虾养殖
业 主要的病害。为了寻求防治对虾白斑病的方法，研究人员对 WSSV 展
开了逐步深入的研究。早期的工作主要集中在病原学、病理学、流行病学等方
面，研究人员还建立了一些实用的病原体检测方法，用于病害的检测和预防。















1 前 言 
些与 DNA 复制相关的酶类基因，以及一些与泛素化过程有关的蛋白等也陆续被









































1 前 言 
WSSV主要感染甲壳纲十足目的动物，以虾类为主，几乎所有的对虾都能够
被WSSV感染，如：斑节对虾（草虾）(Penaeus monodon)、日本对虾(P. japonics)、
刀额新对虾（砂虾）(Metapenaeus ensis)、中国对虾(P. chinensis)、印度虾(P. 


















宽约 54-85nm，厚约 6nm。由 14-19 个沿长轴排列的结构单元组成，每个结构单
元约为 23nm厚，两两之间有约 6nm的间隔。每个结构单元由一些小环沿长轴叠
加而成，每一个小环由两列平行排列的 12-14 个直径 8-10nm的球状蛋白亚基构
成。核衣壳内部是一高电子密度的区域，由病毒基因组DNA和DNA结合蛋白
VP15 构成。核衣壳形状由球状亚基的组织方式决定，包括圆柱形和卵圆形两种
























Fig 1-1 The structure of white spot syndrome virus 
目前有三株病毒株全基因组序列已经测定。（1）中国株(WSSV-CN, GenBank 
accession No. AF332093)[12,13] ：病毒分离自中国大陆的日本对虾 (Penaeus 
japonicus)，序列全长 305,107 bp。（2）泰国株(WSSV-TH, GenBank accession No. 
AF369029)[14,15]，病毒分离自泰国的斑节对虾(Penaeus monodon)，以克氏螯虾
(Procambarus clarkia)作宿主感染增殖后纯化测序，序列全长 292,967 bp。（3）台
湾株(WSSV-TW, GenBank accession No. AF440570)[16,17]：病毒分离自台湾的斑节
对虾(Penaeus monodon)，序列全长 307,287 bp。3 株WSSV分离株的性质比较见
表 1-1。 
 
表 1-1 3 株 WSSV 分离株的性质 
Table 1-1 Characterization of 3 isolates of WSSV 
 中国株(WSSV-CN) 泰国株(WSSV-TH) 台湾株(WSSV-TW)
基因组大小(bp) 305,107 292,967 307,287 
G + C 含量(%) 41.0 41.1 41.0 
病虾收集时间 1996 年 10 月 1996 年 5 月 1994 年 11 月 























包裹到膜结构中，这时在病毒来源的基质和边聚的染色质之间出现了 Crowdry A 
氏包涵体。细胞核膨大，变圆。 
（3）病毒核衣壳逐渐由一端到另一端生成，同时囊膜逐步包裹核衣壳。此
时细胞内的 Crowdry A 氏包涵体变小，边聚染色质消失，核膜破裂，细胞器出
现异常。 
（4）病毒核衣壳完成组装，随后核衣壳被囊膜完全包裹。 





1.2.4 WSSV 基因组的特征 
基因组序列分析显示 3 株WSSV分离株的核苷酸序列有 99.32%的同源性[20]。




(non-specific nuclease)、核苷酸还原酶（ribonucleotide reductase）亚基[21-23], 胸腺
嘧啶核苷激酶-胸腺嘧啶激酶(thymidine kinase-thymidylate kinase)[24,25], 胸腺嘧啶
核苷酸合成酶（thymidylate synthase)[26]，以及dUTP焦磷酸酶（dUTPase）[27]等。
其中有些病毒蛋白之间存在 40%或者更高的同源性，可以归为基因家族。例如
















1 前 言 

























Fig 1-2 The genome of white spot syndrome virus (China isolate) 
 



























的基因分别在感染后 6、12、24 小时被检测到表达，在感染后 12 或者 24 小时开
始转录的认为是晚期基因，其主要成员是结构蛋白基因。2005 年Marks等[33]用相
似的DNA microarray 技术分析了WSSV泰国株 184 个ORFs的转录图谱发现，79%
的ORFs在感染病毒的斑节对虾(Penaeus monodon)的腮中被检测到转录，作者把
在感染后 20 小时达到 高表达量的划分为早期基因，包括了rr1,rr2,胸腺嘧啶核
苷激酶-胸腺嘧啶激酶基因tk-tmk, 蛋白激酶基因pk；而 2 天后达到表达高峰的划
分为晚期基因，晚期基因包括大多数的结构蛋白基因。2006 年Lan等[34]分析了
WSSV中国株基因 151 个ORF在感染螯虾肝胰腺组织中的表达情况。研究发现


































组还编码两个潜在的转录因子，TATA box binding protein（WSV303），以及
CREP-binding protein (WSV100)。当然，这些蛋白调控的下游靶基因以及它们在
WSSV感染中的作用还有待进一步研究。 
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